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I. INTRODUCCION: 

La amib1asis en nuestro Pafs es una enfermedad de fue~ 

tes repercusiones socioecon6micas, debido a que afecta a una bue 

na parte de la poblaci6n general. Se estima aproximadamente que 

un 5 a 6% se encuentra infectada por Entamoeba histo~ pre-­

sentando o no manifestaciones clfnicas (1-3). Generalmente los 

trofozoftos viven como comensales inofensivos en el c6lon sin 

producir sfntomas de enfermedad; en otras ocasiones, sin embar­

go, pueden ocasionar disenterfa, ameboma o lesiones extraintesti 

nales, de las cuales la más importante es el Absceso Hepático 

Amibiano {AHA). A la fecha aún no se ha podido esclarecer si 

existe algún mecanismo por el cual las amibas puedan transformar 

se de comensales inofensivos a virulentas 6 si simplemente sea -

la invasi6n al individuo por cepas de am1bas con mayor poder de 

patogenicidad lo que dá la pauta para que éste se enferme (3-7). 

En México según el I.M.S.S., la amibiasis ocupa el 

cuarto lugar de incidencia anual dentro de los padecimientos 

transmisibles, por estudios realizados en 1983 con 26,5 millones 

de derechohabientes, los cuales presentan un 4,69% de incidencia 

(8). Al analizar las estadísticas en base a la complicaci6n más 

importante {AHA), se aprecia que en 1971 un 2% de los interna--­

mientos en hospitales generales de esta fnstituc16n correspondí~ 

ron a AHA con un 9% de mortalidad. La mayor frecuencia de los -

casos se registró en adultos masculinos de 20 a 60 años de edad-

( 9). 

. 6 



Agente Etiológico: 

Entamoeba histolytica es el agente causal de la ami-­

biasis, pertenece a la familia Entamoebidae, orden Amoebida,­

subfilium Sarcodina, de los protozoarios formadores de p~eu­

dópodos de la superclase Rhizopoda, clase Lobosea. 

Puese ser observada en las heces de pacientes con ami 

biasis como trofozoito, prequiste, metaquiste y quiste. 

Trof_~~~~to es la forma móvil de Entamoeba histolytica 

cuenta con gran capacidad fagocítica, enzimática y citopatogéni 

ca, tiene dimensiones variables que fluctúan entre 10 y 60~m.­

posee un solo núcleo de 3-5 pm. con cromatina periférica y nu-­

cleolo central. El citoplasma consiste de un endoplasma granu­

lar con numerosas vacuolas. 

Prequiste y metaquiste son formas de transición entre 

etapas de quiste y de trofozoíto. 

Quiste es la forma .de resistencia del par~sito, es 

oval ó redondo con variaciones en su diámetro entre 5 y 20 

pm. dependiendo de su madurez presenta de uno a cuatro 

núcleos. 

Es inmóvil y sobrevive varios días fuera del 

organismo siendo por ello responsable de la transmisión de 

este protozoario cuyo único huesped natural es el hombre 

(5-7, 11). 
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Mecanismos citopatogénicos de E. Hystolytica. 

En el estudio de los mecanismos de citopatogenicidad -

se han descrito varios como responsables: a) la gran actividad -

enzimática de la amiba, b) su capacidad fagocítica y citot6xica, 

c) la inducción de i nmunosupres idn en el huésped, d} el escape · 

de los mecanismos de defensa a través del mimetismo antig~nico y 

del recamóio frecuente de sus componentes membranales, Sin em-· 

bargo, a la fecha, aan no se han podido unificar estas observa-­

ciones para establecer el mecanismo citopatogéníco de E. histoly­

tica, siendo evidente la necesidad de un conocimiento más profu.!l 

do de la relación huésped-parásito en esta entidad. 

Entre las situaciones poco conocidas se encuentra el · 

papel que juegan los mecanismos inespecfficos de defensa del 

huésped, como sería la inflamación, Al respecto, estudios reali 

zados en autopsias revelan que las alteraciones histológicas prQ 

ducidas por la invasi6n de este parásito a los tejidos son exte.!l 

sas zonas de necrosis de tipo l~tico con ligera reacción inflam~ 

torta (4, 5, 11-15}, Disecando los componentes que intervienen -

en este proceso nos encontramos con la presencia d~ leucocitosis 

con neutrofilia (15, 16), elevados tftulos de co.mplemento y de 

anticuerpos especfficos (17, 18) que en primera instancia nos s~ 

ñalan que debe de estar ocurriendo un proceso inflamatorio y el 

otro punto a seguir es entonces estudiar si los leucocitos desem 

peñan adecuadamente su función, 

Estudios realizados en individuos con diferentes for-­

mas de amibiasis (intestinal, hepHica y portadores} y en indiv.i_ 

duos sanos sobre la capacidad de los monocitos y de los leucoci· 

tos polimorfonucleares (PMN) para ingerir Staphylococcus señalan 
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que no existen diferencias en la capacidad fagocftica de monoci­

tos y de PMN de los diferentes grupos, con excepci6n de aquellos 

provenientes de AHA que presenten una respuesta disminufda en 

comparaci6n con cualquiera de los otros grupos ll9}, También se 

ha reportado que sobrenadantes de cultivo axénico de amibas son­

capaces de inhibir la quimiotaxis de monocitos humanos de indiv! 

duos sanos, sin afectar la respuesta quimiotáctica de PMN (20). 

En modelo animal de amibiasis experimental en hamsters 

se observa que los estadfos tempranos de la lesión están caract! 

rizados por la presencia de un gran infiltrado celular que corre~ 

pande principalmente a PMN que van desapareciendo paulatinamente 

del foco de la lesión presuntivamente por el efecto citopatogén! 

ca tan fuerte que ejerce la amiba sobre ellos (21), Estas obset 

vaciones se han repetido cuando se utilizaron gerbos como anima­

les experimentales (22), cimentando la duda que sigue latente al 

rededor del estado funcional de los leucocitos en pacientes con 

amibiasis. 

Hipl'.ltesis, 

Partiendo del hecho de que existe mínima respuesta in­

flamatoria oircundante al absceso en estos pacientes, creemos 

que algunos de los pasos del proceso inflamatorio pueden estar -

afectados, bien sea por un defecto intrfnseco de las células o -

porque la amiba ejerza algún efecto sobre ellas capaz de inhibir 

la respuesta e incluso anularla, El presente trabajo plantea el 

estudio tanto de la respuesta de quimiotaxis como de la capacl-­

dad fagocftica de los leucocitos PMN de pacientes con absceso he 

p8tico amibiano. 
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II. GENERALIDADES. 

l. Inflamación. 

La inflamación representa una respuesta del tejido vivo 

a una agresión externa, la cual se manifiesta en una acumulación­

de células y fluido sanguineo. Es un proceso primario, no especf 

fico de defensa de un organismo contra agentes agresores externos 

(23-26). 

Está caracterizada por signos clínicos locales que clá­

sicamente se definen como calor, rubor, tumor, dolor y pérdida d 

disminución de la función del órgano o tejido (24). 

Entre los agentes agresores que despiertan una respues­

ta inflamatoria podemos mencionar como agentes ffsicos: el calor, 

los traumatismos y la energía eléctrica y radiante; como agentes­

químicos: los ácidos, los álcalis y algunos solventes y como 

agentes biológicos: virus, hongos, bacteri~sy parásitos (25). 

Siempre qué un tejido es agredido, en el sitio de la 

lesión ocurren una serie de eventos que tienden a limitar la inv! 

si6n o a eliminar al agente agresor. Esta respuesta es indepen-­

diente de la naturaleza del agente que esté provocando el daño. 

Los principales eventos de esta respuesta inflamatoria­

son vasculares y están caracterizados por la salida de fluido y -

de leucocitos, cuya finalidad es la reparación del daño. 

De acuerdo con el tiempo de duración la respuesta infl! 

matoria se ha clasificado corno aguda o crónica, presentando cada 

una de ellas un patrón característico de conducta. Para los fi­

nes del presente trabajo enfocaremos nuestra atención sobre la 
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respuesta inflamatoria aguda, que está caracterizada por tres 

principales eventos vasculares: 

a). Vasodilatación y cambios en el flujo sangufneo. 

b}. Extravasación de plasma. 

c). Extravasación de leucocitos. 

a). Inicialmente ocurren cambios en el flujo, calibre y permeabi 

lidad vascular: existe dilatación ~rteriolar y aumento del -

flujo sanguíneo por arteriolas con congestión de la circula­

ción venosa de salida que conduce hacia un aumento de la pr! 

sión hidrostática, favoreciendo la extravasación de fluido e 

incrementando la permeabilidad de la microvasculatura. 

b). El liquido extravasado en etapas iniciales es un trasudado ó 

ultrafiltrado del plasma, posteriormente los cambios de per­

meabilidad en vénulas y capilares pron~o permiten el escape­

de proteínas plasmáticas, leucocitos y ocasionalmente eritr~ 

citos. 

c). En la extravasación de leucocitos se advierten varios fenóm~ 

nos a saber: marginación y pavimentación, migración, quimio­

ta~is y fagocitosis (Figura 1). 

Marginación y Pavimentación: 

En la sangre que fluye de manera normal, los leucoci-­

tos y eritrocitos en los microvasos están circunscritos a la co­

lumna central axil, dejando una capa de plasma comparativamente­

libre de células en contacto con la pared vascular (Figura 2 A). 

Al sobrevenir lentitud y estancamiento del flujo (Fig. 2 B) los­

leucocitos se desprenden de la columna central y adoptan sitias­

en contacto con el endotelio (Figura 2 C). Este fenBmeno de adh~ 
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Figura:- 1 

EVENTOS CELULARES DURANTE LA INFLAMACION 

Célula Circulando Normalmente 

Marginación y Pavimentación Celular 

Migración Celular'. Diapedesis 

Quimiotaxis 

Fagocitosis 

Opsonizocidn 

Ingestión: Formación de Vocuolo 
Digestivo 

Muerte Intracelular del microorganismo 
in9erido: Mecanismos oxidotivos 

Meconismos no oxidolivos 
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~ 
B Lentitud 

e · Estancamiento 

Figura :-2 Marchesi, V. T. Anderson1s Pathology: 1985 

sión leucocitaria podrfa ser atribuible a cambios en las células 

endoteliales, pero el mecanismo bioqufmico aún se desconoce 

( 25). 

Migración: 

Este término denota el fenómeno por virtud del cual 

los leucocitos móviles escapan de los vasos sangufneos para lle­

gar a los tejidos perivasculares. Las c~lulas móviles introd~ 
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A 

B 

cen pseud6podos grandes en las hendiduras existentes entre las -

células endoteliales y fluyen o reptan a través de las uniones 

interendoteliales ensanchadas (Figura 3 A, B), hasta adoptar una 

posici6n entre la célula endotelial y la membrana basal (Figura-

3 C). Posteriormente, por algdn camino secunda~io aan desconoc! 

do, que bien pudiera ser el resultado de un esfuerzo físico aun! 

do o no a actividad enzimática, atraviesan la barrera, al pare-­

cer impermeable, de la membrana basal hasta alcanzar el sitio 

extravascular (Figura 3 O). 

Los eritrocitos también pueden sal ir d.e los vasos san­

gufneos, particularmente en lesiones graves. A diferencia del 

leucocito, el eritrocito parece ser expulsado pasiva e involunt~ 

riamente del vaso lesionado por presión interna, .después de los 

leucocitos migratorios. Esto explica la aparición de exudados -

hemorrágicos en las reacciones inflamatorias más graves. 

Lumen 

célula Endolelial Figura:-3 

Morchesi, V. T. 
Anderson s Pathology, 1985 

e 
~ ..... -... _ .. ___ -- ..... 

D 
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Quimiotaxis: 

Es la respuesta celular a la detecci6n de un gradient~ 

químico. Algunas células pose~n receptores para algunas susta[ 

cias que cuando se les unen estimulan el movimiento celular 

hacia el sitio en que se encuentran en mayor concentración 

(27-32), Las células que responden primordialmente a estos es­

tímulos químicos son los leucocitos polimorfonucleares que incl~ 

yen neutr6filos, bar6filos y eosinófilos. Los monocitos también 

responden a estímulos quimiotácticos para PMN, no así los li~ 

focitos que en cambio migran hacia sustancias libreradas por 

linfocitos estimulados con antígeno (25), 

El principal agente quimiotáctico para leucocitos es 

el péptido c5a derivado del complemento. Otros serían el leuco­

trieno B4 , c567 , calicrefna, prostanglandina E¡ y productos­

liberadoi por linfocitos y polimorfonucleares. Entre los agen­

tes quimiotácticos ex6genos más potentes se encuentra el péptido 

n-formil-metionil-leucil-fenilalanina, importante en la inicia-­

ción de la síntesis de proteínas bacterianas (27, 33, 34). 

El mecanismo más profundamente estudiado ha sido el de 

unión de n-formil-metionil-leucil-fenilalanina a su receptor en 

el leucocito PMN neutr6filo. La interacción del ligando con su 

receptor inicia el incremento en el metabolismo oxidativo de la 

glucosa, el consumo de oxígeno, la generación de anión super6xi­

do, exocitosis de gránulos citoplásmicos contenien}es de un am-­

pl io espectro de enzimas y péptidos, cambios en la forma e in--

cremento en la capacidad de adherencia celular, migración direc­

cional, facocitosis de partículas con que hacen contacto las cé­

lulas, generación d~metabolitos del ácido araquidónico y una va 
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riedad de reacciones bioqufmicas intermediarias (28}. 

Se ha visto que estos receptores existen en dos esta-­

dos de afinidad diferente para su ligando. La unión del ligando 

a receptores de -al ta afinidad estimula el movimiento celular, 

mientras que 1 a unión a receptores de baja afinidad estimula 1 a 

función secretora microbicida del PMN (30). 

La unión del quimioatrayente a 1 a membrana celular al-

ter a el potencial transmembrana y activa el flujo de iones. Se-

produce una elongación polarizada de la célula con un borde ante 

rior amplio (lamelipodio) y uno pequeño posterior (urópodo}, en 

el cual se localizan los gránulos de la célula en movimiento. El 

borde conductor del pseudópodo se llena de microfilamentos de 

actina que se extienden como una fina capa submembranosa alrede­

dor de la célula y luego reaparecen como haces densos en el uró­

podo. Estos microfilamentos proporcionan el sosten estructural 

y junto con las moléculas de miosina y otras protefnas regulado­

ras como profilina, acumentina y gelsolina (35), son capaces de 

contraerse proporcionando así las fuerzas dinámicas necesarias -

para el movimiento celular. También existen microtúbulos en la 

célula, pero no intervienen en la movilidad, más bien sirven co­

mo esqueleto interno que aumenta la rigidez y mantiene la forma­

de la célula. Figura 4 (27, 28, 35), Estas microfibri llas 

también parecen ser l~s estructuras causantes de la persistencia 

del movimiento en una dirección especifica a falta de un gradie~ 

te quimiotáctico: Migración al azar. Un incremento en la velo­

cidad de movimiento, no necesariamente en una dirección defini 

da es denominado quimiocinesis (36). 
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Figuro :-4 

Eventos metabólicos que ocurren durante la respuesta quimiotácf ica 

Factor Quimiotdctico O 
Receptor del Factor Quimiolóctico < 
Snydermon, R. Science 1981 

(1) Reconocimiento del oradiente 
quimiotácrico o trovés de la 
interacción del factor quimiotóctico 
con los receptores de lo superficie 
celular. 

(11) Conversión de la informoéidn 
extrocelulor a intracelular 
en respuesta al oradiente celular 
quimiardctico resulla en: 

a) Alleración del Potencial 
T ronsmenbrano 

b) Flujo lónico 
c) Activación del Proceso Metabólico 

(111) Contracción polarizado de la célula 
en dirección del oradiente qulmiotdctlc1 
inducida por : la reoroanización de 
los elementos contractlles de la celula 
Microtúbulos y Microfilamentas 
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Tanto los granulocitos como los monocitos emigran simul 

táneamente, solo que los granulocitos son más móviles y llegan 

antes al foco inflamatorio. Sin embargo, la vida media de los 

PMN es corta, aproximadamente 6 o 7 horas (37), y de formar la 

principal población celular del sitio inflamado en las primeras -

horas, son reemplazados por monocitos que llegan más tarde. 

Fagocitosis: 

En este importante evento las células que participan 

tienen por finalidad eliminar el agente extraño o remover de los 

tejidos las células dañadas 6 envejecidas, para lo cual las ingi~ 

ren y degradan. 

Es una continuación de los eventos anteriores y se vé -

favorecida cuando existe una previa opsonización o forramiento, -

proceso que vuelve más susceptible a los agentes extraños a ser -

ingeridos por las células fagociticas. 

La opsonización puede ocurrir por anticuerpos IgG espe­

cíficos de las clases IgG 1 e IgG 3 que recubren la particula y p~ 

ra las cuales los fagocitos poseen receptores para el fragmento -

Fe de la molécula, formando una especie de puente que acerca la 

partícula al fagocito. 

Otro camino puede ser la unión especifica Ag-Ac, que a~ 

tivando la vía clásica del complemento forma C3b, para el cual los 

fagocitos también poseen receptores. Además se puede fijar c3b -

sobre la superficie de la partfc.ula a través de la vía alterna del 

complemento; este proceso seria inespecífico. 

Cuando la partícula se encuentra adecuadamente opsoniz~ 

da se dispara el proceso de ingestión de ésta, y de la misma mane 

. 17 



ra que durante la quimiotaxis, se activa el sistema de microfila­

mentos de actina y miosina formándose pseudópodos que engloban a 

la part,cula y cuyos extremos posteriormente se fusionan formando 

una vacuola fagocítica, a la cual se viPrte el contenido de lo~ -

gránulos celulares y se disparan los mecanismos oxidativos y no -

oxidatlvos tendientes a degradar la particula ingerida (38). 

La célula fagocítica por excelencia es el leucocito po­

liforfonuclea~ que es producido en la médula ósea y liberando a -

la circulación donde existe normalmente un promedio de 1880 a 7000 neu 

tr6filos pormlcrolitro de sangre, en individuos adultos (37).Fig.5. 

El proceso de maduración del PHN dura aproximadamente -

dos semanas, durante las cual es estas células adquieren dos ti pos -

de gránulos intraci toplásmicos: azurófi losó primarios y especHi-­

cos o secundarios. Los primeros son formados durante el estado prQ 

mielocftico y los segundos durante el mielocftico. 

Los gránulos azur6filos contienen enzimas del sistema mi­

crobicida que están involucradas en la dlgestón de organismos o en -

la destrucción de células blanco, como serían las mieloperoxidasa, -

hidro lasas ácidas, proteasas neutras, proteínas catiónlcas y lisozima. 

Se ha visto que los gránulos específicos contienen lac­

toferrina, vitamina B12 , fosfolipasa A2 y aproximadamente dos ter 

cios de la lisozlma celular. Estos gránulos dan a la célula su C! 

racterístico color rosado cuando es teñida con colorante de lfright 

o de Giemsa (39). 

Después de que una partícula es fagocitada, estos grán~ 

los se vierten en la vacuola fagocítica o fagosoma, dando comien­

zo a procesos de degradación de la partícula ingerida, que se han 

clasificado como oxidatlvos y no oxidativos (39-42). 
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Figuro.- 5 
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Los eventos que ocurren durante el proceso oxidativo 

son: 

a) Incremento en el consumo de oxigeno. 

b) Incremento en el flujo de glucosa en lu ruta de la hexosa mono 

fosfato. 

c) Incremento en la producción de superóxido (02) y peróxido de -

hidrógeno (H 2o2 ). 

d) Incremento en la fijación de iodo inorgánico a la forma enlaza 

da a proteínas. 

e} La generación de luz: fenómeno de quimioluminiscencia. 

Se incrementa el consumo de glucosa por la vía de la 

hexosa monofosfato y se produce NADPH cuando la Glucosa-6-fosfato 

es oxidada a 6-fosfoglucono-o-lactona y posteriormente cuando el 

6-fosfogluconato es transformado en d-ribulosa-5-fosfato. Este 

NADPH es utilizado por la NADPH-oxidasa (una flavoproteína) para 

producir superóxido a partir de oxígeno molecular. 

El NADPH también es utilizado por la glutation peroxid~ 

sa y por la catalasa en la conversión de peróxido de hidrógeno a 

agua y oxígeno; ambas enzimas se localizan en el citoplasma celu­

lar, lo cual sugiere que juegan un importante papel protector so­

bre el dañino peróxido de hidrógeno que se pueda difundir al citQ 

plasma. 

El H2o2 se forma a partir de la dismutación espotánea -

de º2· el cual es inestable en solución acuosa y más aún a pH b~ 

jo. Esta dismutación también puede ser catalizada por la superóxi 

do dismutasa (SOD). 

Ambos productos e~ solución y en presencia de metales 

catalíticos, tales como el fierro, pueden reaccionar entre sí y -
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formar radicales oxhidrilo: OH·, que también pueden ser produci-­

dos directamente de la reducción del peróxido de hidrógeno. 

Una rápida y no catalftica dismutación de Oi conduce a 

la formación de singlete de oxígeno (1o2) y peróxido de hidrógeno 

Esta última especie también puede ser producida por la reacción -

de H2o2 con oc1- que nos dá lo2 + H2o + Cl-. 

Todas las especies anteriores representan estados exci­

tados del oxigeno, altamente reactivas y sumamente tóxicas por 

' el lo para los organismos. 

El singlete de oxfgeno: 1o2 por ejemplo, reacciona ávida 

mente con molllculas orgánicas de al ta densidad electrónica (enlaces 

de carbono insaturados) formando deoxietanos substituídos. Estos­

grupos son lábiles y se disocian formando grupos carbonilo excitados 

electrónicamente, los cuales liberan su energía emitiendo fotones~ 

Otras especies oxidantes generadas por los· PMN que actúan cooper~ 

tivamente con el oxígeno son las formas oxidadas de los metales: 

e 3+ F 3+ M 3+ S 3+ u , e , n , e . 

El sistema de la mieloperoxidasa juega un papel impor-­

tante en la destrucción de microorganismos. La MPO es una enzima 

heme con peso molecular aproximado de 150,000 daltones que utili­

zando peróxido de hidrógeno como substrato puede oxidar los iones 

haluro con la consiguiente formación del hipohaluro, los cuales -

funcionan también como poderosos oxidantes. Se han propuesto va-­

rios mecanismos sobre la acción microbicida del si~tema de la 

MPO-H 2o2-haluro, a saber: 

i) La halogenación de sitios blanco como residuos de tirosina, -

aminas, amidas y grupos sulfhidrilos de los microorganismos, con 

la resultante p~rdida de su función 6 estructura. 
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1 
ii) Uescarboxilación oxidativa de aminoácidos con la generación -

de a ldehidos tóxicos. Esto es, cuando se encuentra c1· en el me--

dio, junto con MPO y H2o2 los aminoácidos ó protefnas pueden ser 

clorinados formándose potentes cloraminas o cloramidas tóxicas, -

las cuales conservan el poder oxidante del hipohaluro. 

La formación de estos productos tiene como consecuencia 

la descarboxilación y desaminación de los aminoácidos formándose­

co2, amonio y un aldehfdo. 

Figura 6. 

Aunado a todo esto, la formación de peróxidos lipidicos 

y grupos carbonilos producidos durante la interacción de las for­

mas excitadas de o2 con los enlaces insaturados de carbono, repr~ 

senta otro mecanismo importante de generación de especies con 

gran potencial de oxidación propagable. 

En los microorganismos los principales sitios suscepti­

bles a ataque oxidativo son los siguientes: 

ill.iE. 
Enlaces de carbono insaturados 
- Formación de grupos carbonilo: 

aldehfdos, cetonas, ac.orgánicos 
- Peroxidaci6n de lfpidos 
Grupos sulfhidrilos. 

Grupos amino. 
- formación de cloraminas. 

Acidos nucléicos. 

Sitios activos de enzimas hemo 

Consecuencia 

Pérdida de la funcionalidad de la membr~ 
na. 

Pérdida de la función de enzimas que con 
tienen grupos -SH. -
Eliminación del poder reductor (por ejem 
plo del glutatión), -
Reacciones de descarboxilación. Rompi--­
miento de los enlaces pépticos. 
Pérdida de la actividad enzimática. 
Reacciones de oxidación secundaria. 
Rompimiento con pérdida de la capacidad 
de replicación, 
Pérdida de la actividad de oxidoreducta­
sa. 
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Figura:- 6 PRINCIPALES EVENTOS DEL METABOLISMO OXIDATIVO QU~ OCURREN DURANTE 
LA FAGOCITOSIS, 

l. Como consecuencia de la cstimulaci6n de la membrana se activa la NAD{P) H-Oxi 
dasa que cataliza a la reducci6n de 02 a Of, mediante la transferencia de uñ 
electr6n del NAO (P)H. 

2. Por dismutaci6n espontánea 02 se transforma en H202 y 02. 
3. Se deposita en la vacuola fagocítica mieloperoxidasa {MPO), que utilizando -

H202 e iones haluro como sustratos cataliza importantes reacciones m1crobic.!. 
das como halogenaci6n de protefnas. 

Vacuola Fagocltico 

4. El superóxido que se escapa de la vacuola fagocftica es reducido a peróxido -
de hidrógeno por la super6xido dismutasa {SOD). 

5. El peróxido de hidrógeno a su vez es reducido por catalasa a oxfgeno y agua. 
6. La glutatión peroxid~sa {GSH-PO) cataliza la oxidación de GSH por H2D2i la -

glutatión reductasa \GSH-RED) utiliza NADPH como sustrato para reducir gluta­
tión oxidado (GSSG). 

7. El NADPH es producido por la oxidación de la glucosa en la ruta de la hexosa­
monofosfato. 

Root, R. K.; Cohen, M.S.: Rew. lnfections Dis. 1981 
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Sitio 

Reducción de los nucleótidos 
de piridina. 
Disminución en la relación -
NAD(P}H : NAD(P), 

Ref. 36: Tabla 2. p 577. 

Consecuencia 

Pérdida del poder reductor de las células. 

Inhibición en la biosíntesis de lipidos. 

La generación de luz, fenómeno denominado quimioluminisce~ 

cia, proviene de las especies excitadas de oxígeno, principalmente­

del singlete de oxígeno {1o2), el cual se produce en dos formas: 

Sigma 102 que posee electrones antiparalelos en diferentes órbitas 

y Delta 102 en donde los electrones antiparalelos se encuentran en 

la misma órbita. 

Cuando estas formas retornan a su estado energético origi­

nal, liberan energía en forma de fotones y fluorescencia caracterís 

ti ca (39-44). 

Por otro lado tenemos los procesos independientes de oxíg! 

no en donde como principales efectores tenemos: 

a). La acidificación del medio en el fagosoma, en donde el pH des-­

ciende debido principalmente a la formación de lactato durante la -

glucólisis y a que se vierten productos ácidos de los gránulos, lo 

cual influye sobre los organismos a degradar, afectándolos directa­

mente bien sea por ácidos orgánicos o lipofilicos o proporcionando­

un medio óptimo para el funcionamiento del sistema de la MPO. 

b). La acción de la lisozima, enzima que hidroliza la pared celular 

de los microorganismos; esta enzima es una pequeña proteína catióni 

ca, estable al calentamiento, que ataca específicamente enlaces gl~ 

cosídicos /1 (1- 4), que unen al Ac. N-acetil murámico con N-ace-­

til-glucosamina, del péptido glicano. 

e). La presencia de proteínas catiónicas ricas en arginina, genera.!_ 
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mente de bajo peso molecular que oscila entre 10,000 y 25,000 dal­

tones. Son más activas a pH neutro, afectando la capacidad de los 

microorganismos para desarrollarse sin destruir su integridad es-­

tructural. Actúan principalmente en cooperación con otros mecani~ 

mos antimicrobianos. 

d). La acción de la lactoferrina, proteína de alto peso molecular: 

77,000 daltones, que posee una fuerte afinidad por el hierro y a 

altas concentraciones puede inhibir el desarrollo de los microorg~ 

nismos por competir con ellos por el hierro del medio. Aproximad~ 

mente dos tercios de esta proteína son liberados al medio extrace­

lular. 

e). Proteasas que son más activas a pH neutro como serina esterasa, 

elastasa, colagenasa, catepsinas G, O y E, cuya función parece ser 

más degradativa que microbicida. su actividad es inhibida por fac­

tores sfricos y tisulares tales como ex:: -1-an·titripsina y o<-2-ma-­

croglobul ina. 

f}. Finalmente se mencionará que existen factores séricos que fav~ 

recen la fagocitosis principalmente por su acción opsónica o ampli 

ficando la acción de los propios fagocitos, como reportaron Ligh y 

col., quienes demostraron que tanto IgG como complemento pueden -

aumentar la capacidad de los monocitos humanos para matar intrace­

lularmente Staphylococcus o Escherichia coli {39, 44-48). 

Es importante señalar que en todos estos acontecimientos­

está involucrada la participación de diversas sustancias denomina­

das mediadores. Estos pueden ser clasificados en dos grupos prin­

cipales: provenientes del plasma y provenientes de los tejidos. 
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Provenientes del plasma: 

Sistema de las cininas: Se conoce también con el nombre de sis­

tema de la calicreína. Se inicia con la activaci6n del factor 

XII, la cual conduce finalmente a la formación de calicrefna, que­

actúa sobre la~ 2-macroglobulina, formando un péptfdo de nueve 

aminoácidos denominado bradicina que provoca una contracci6n lenta 

y sostenida de los mascul~s lisos (incluyendo los de bronquios y -

vasos sanguíneos), incrementa la permeabilidad vascular, aumenta -

la secreci6n de las glándulas mucosas, incluyendo las de los bron­

quios y estimula las fibras sensibles al dolor. 

El sistema del complemento: De los componentes del complemento­

los que mayor importancia tienen en inflamaci6n son c3a y c5a, los 

cuales inducen ltberaci6n no citolftica de histamina de las célu­

l~s cebadas y de basófilos, provocando con ello aumento de la per~ 

meabilidad capilar, edema y contracción del músculo liso. c5a ac­

taa también como un poderoso agente quimiotáctico para leucocitos 

PMN, asf como también el fragmento c507, aunque éste en menor gra­

do, 

Sistema de la coagulaci6n: Se ha visto que los fibrinopéptidos­

liberados del fibrinógeno por la acción. de la trombina durante la 

coagulación son mediadores inflamatorios que incrementan el efecto 

de la bradicina y funcionan como agentes quimiotácticos para leuc~ 

citos PMN. 

Estos tres sistemas interaccionan entre sí cuando el factor XII 

de la coagulación o de Hageman es activado al ser dañado el endot~ 

lio de los pequeños vasos sanguíneos y con ello exponen la coláge­

na. Por un lado el factor XII de la coagulación activa el sistema 

de las cininas como ya se mencionó y por otro lado desencadena el 
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sistema fibrinolftico induciendo a t~avés de varias etapas interm! 

dias la formación de plasmina a partir de plasmin6geno, la cual es 

una enzima proteolftica de amplia especificidad que puede digerir­

no solo la fibrina sino también el fibrinógeno, el factor XII, el 

V y el VII de la coagulación, la protombinay el 1nactivador de 

Cl' C3 y C5. 

Figura 7. 

Por otro lado, de los provenientes de los tejidos tenemos: 

Aminas vasoactivas: La más importante es la histamina, que se 

encuentra almacenada en los gránulos de las células cebadas y de -

los basófilos y en las plaquetas; ocasiona contracción del músculo 

liso de los bronquiolos y pequeños vasos sanguíneos, aumento de la 

permeabilidad de los capilares e incremento de la secreci6n de las 

glándulas mucosas de la nariz y de los bronquios. Otra amina va-­

soactiva es la 5-hidroxitriptamina o serotonina, la cual se en­

cuentra en las células cebadas de los ratones y en las plaquetas -

humanas. Desempeña un papel farmacodinámico en la anafilaxia de -

los ratones, ratas y conejos. En el hombre esto no se ha comprob! 

do. 

Derivados del Acido Araguidónico: Este es un ácido graso de 

veinte carbonos que existe normalmente en la membrana de las célu­

las y que es liberado por las fosfolipasas A2 y C, cuando estas -

son activadas, como ya se mencionó, El ac. araquidónico es metab~ 

lizado por dos vías: La 5-lipooxigenasa que conduce a la produc-­

ción de leucotrienos: LTC 4, LTD 4 y LTE 4• que forman una mez-­

cla muy potente espasmogénica y vasodilatadora, conocida como sub~ 

tancia de reacción lenta de la anafilaxia: SRL-A. El Lre
4 

es un 
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Figuro.- 7 

Interacción de los Diversos Sistemas que son activados durante el daño tisular 
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potente agente quimiotáctico para leucocitos PMN. La otra vfa es 

la de la ciclooxigenasa en la que se producen protaglandinas y 

tromboxanos. La PGD 2 es un vasodilatador potente, la PGF 2 fun­

ciona corno potente broncoconstrictor; las PGE 2 y PGE 1 actúan -

como potentes bronco y vasodilatadores. La PGI 2 disgrega las pl~ 

quetas, en tanto que los tromboxanos TxA 2 y TxB 2 favorecen la 

agregación plaquetaria y por consiguiente son reguladores podero-­

sos de la coagulación sanguínea y de la homeostasis. 

Componentes lisosomales: 

Proteínas cati6nicas: Incrementan la permeabilidad vascular. Ac­

tQan como agentes quimiotácticos de células mononucleares y como -

factor inmovilizador de netrófilos, 

Proteasas ácidas: Actaan como liberadores de leucocinina del pla~ 

ma, además de que si el pH es ácido degrada membranas basales. 

Proteasas neutras: Degradan colágena, elastina, cartflago, fibri­

na, membrana basal renal, generan agentes quimiotácticos de c3 y 
c5, liberan cininas de los cininógenos del plasma e incrementan -

la permeabilidad vascular. 

- Productos de linfocitos: Básicamente son denominados linfocinas, 

poseen diferentes actividades como son inhibir la migración de rna­

crófagos y de linfocitos, estimular la proliferación de linfocitos 

entre otras. 

- Por último tenemos diversos mediadores provenientes de tejidos -

corno serían pirógenos endógenÓs (sustancia P: decapeptido), neuro­

tensina y AMPc (23-26), 
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2. Métodos de evaluación de la res_puesta inflamatoria. 

En la evaluación de la respuesta inflat~atoria existen dive.r. 

sos parámetros que pueden ser medidos: 

Agregación celular 

Adherencia 

Quimiotaxis 

Opsonización y fagocitosis 

Respuesta metabólica 

Capacidad bactericida l49) 

Agregación celular: 

La agregación de granulocitos es medida segOn el m~todo de 

O'Flaherty y cols, utilizando ~n equipo ne~elométrico electrónico: 

agregómetro plaquetario que mide partfculas de determinado tamaño. 

Este ensayo es utilizado como parámetro de evaluación in vitro de 

la adhesividad granulocftica y como un bioanálisis para medir la 

actividad de c5a, el cual se ha demostrado que incrementa signifiC! 

tivamente la adhesividad granulocftica (49), 

Adherencia: 

La medida de la adherencia granulocítica es importante de­

bido a que la idhesión de los granulocitos al endotelio vascular es 

un fenómeno primario de la respuesta celular en la inflamación. Pa­

ra medirla se utiliza principalmente el m~todo de McGregor y cols, 

en el cual miden la adhesividad celular a fibras de nylon. Si el -

. 30 



parámetro se encuentra alterado puede disminuir la respuesta del -

huésped a la infecci6n. 

Existen reportes de que se encuentra disminuida la adhesi 

vidad en aquellas personas que ingirieron fuertes cantidades de 

alchohol o en aquellas con corticoesteroides, así como en pacien-­

tes con glomerulonefritis postestreptocóccica. Un aumento de la -

adhesividad está relacionado con granulocitopenia y respuesta re-­

tardada al estimulo infeccioso (49). 

Quimiotaxis: 

La capacidad que tienen las células para migrar hacia el 

sitio que ha sido invadido por agentes extraños se puede medir de 

diversas maneras: 

a) In vivo: Se utilizan cámaras especialmente diseñadas como la 

ventana de Rebuck que contiene el quimioatrayente y se coloca en el 

antebrazo del paciente dejándose por veinticuatro horas, al cabo de 

las cuales se retira y se observa el nOmero y tipo de células que 

se adhirieron al vidrio de la cámara. Es una medici6n poco usada, 

tediosa, cuyos resultados son de reproducibilidad inconstante (34, 

49). 

b) In vitro: Son las técnicas más utilizadas. Se emplea princi­

palmente la cámara de Boyden, diseñada por éste en 1962, que cons­

ta de dos compartimientos separados por una delgada membrana. El­

agente quimiotáctico c5a o n-formil-metionil-leucil-fenilalanina­

(entre los más usados) se coloca en la parte inferior de la cámara 

Y en la parte superior se adicionan las células. A través del fil 

tro se forma un gradiente de la sustancia quimiotáctica, el que re 
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conocen las células y migran hacia él esforzándose por atravesar la 

membrana, que posee poros cuyo diámetro no permiten el paso de las 

células, a menos que estas se deformen en un esfuerzo por migrar al 

sitio hacia donde son atrafdas, La cámara se incuba a 37ºC,, dura~ 

te un perfodo definido de tiempo (de 30 a 90 minutos, segan se est! 

blezca}, al cabo del cual se remueven las células y se obtiene el -

filtro, que es fijado y teñido. La interpretaci6n de resultados 

puede ser de dos maneras: contando el número de células que atra-­

viesan el filtro o la distancia que migraron en él l33, 34, 49), 

Otra técnica de introducci6n más reciente es la medida de 

la migraci6n en geles de agarosa. Se preparan placas de agarosa en 

cajas de Petri y se cortan tres pocitos por muestra. En el pozo 

central se tolocan las células y en los laterales el agente quimio­

táctico en uno y en el otro sólo amortiguador para cuantificar qui 

miotaxis al azar. Las placas se incuban durante dos horas, al cabo 

de las cuales se fijan las células y se tiñen. Se mide la distan-­

cía que migran las células en la placa (33, 34, 49, 50), 

Opsonización y fagocitosis: 

Siendo la opsonización un proceso de facilita la fagocito· 
. .-

sis se mide indirectamente a través de pruebas de fagocitosis, Son 

cuatro los métodos empleados: 

Estudios microscópicos. 

Determinación de la población bacteriana intracelular utilizan­

do fenil-butazona para determinar la muerte intracelular y anti 

bióticos para eliminar las bacterias extracelulares, 

Medida de la captación de bacterias marcadas radiactivamente 

usando monocapas de células adheridas a laminillas de vidrio o 
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células fagocfticas en suspensi6n. Las bacterias extracelula-­

res son eliminadas lavando las células fagacfiicas (49). 

Quimioluminiscencia (51), 

Respuesta metabólica, 

Esta es una medida de la capacidad de las células de res­

ponder al estYmulo fagocitico poniendo a funcionar s~ maquinaria -

metabólica, lo que se manifiesta como un incremento en el consumo­

de oxígeno y producción de especies reactivas de oxigeno. Las 

pruebas para medirla son: 

Quimioluminiscencia:. descrita en 1972 por Allen y col s. (52),­

consiste en medir la cantidad de fotones que emiten los fagocitos­

activos al producirse especies reactivas de oxígeno (39-44). Para 

ésto se estimulan las células a fagocitar con zimosano opsonizado­

o con partfculas de látex y se mide la cantidad de fotones emiti-­

dos en un contador de centelleo liquido; inicialmente fué·medida -

operando el contador con la ventana abierta de O a co , una ganan-­

cia de 100% y un solo tubo fotomultiplicador operando, debido a -

que los niveles de luz generados son extremadamente bajos (53). 

Recientemente, muchos investigadores han empleado el compuesto lu­

minol (5-amino-2, 3-dihidro-1,4- ftalacinediona} como amplifica­

dor de la respuesta de quimioluminiscencia (54-56) que permite uti 

lizar un menor número de células, eliminar la necesidad de traba-­

jar en la obscuridad (o bajo luz roja: 56), además de que puede 

ser utilizado para medir quimioluminiscencia en sangre completa 

(57-59). El luminol es oxidado por alguna especie reactiva de 

oxígeno generada durante el estallido respiratorio, aunque la rea~ 
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ción exacta no ha sido definida. La oxidación del luminol resulta 

en la producción del anión a~linnftalato excitada, que al relajarse a su 

estado bas3l enite f~tnnes (54). 

LUZ 

+ + N2+ 42e,r.rn 

LUMINOL ANION AMINOFTALATO 

De esta forma se puede seguir la reacción en el contador de cente-

11 eo, operándolo con los dos tubos fotomultiplicadores "in coinci­

dencia", como usualmente se maneja. Se mide la emisión de luz a -

diferentes períodos de tiempo y se traza una cinética de la canti­

dad de luz producida, lo cual es proporcional a la actividad meta­

bólica de las células. Bien sea que se utilice como parámetro de 

medición la altura del pico de quimioluminiscencia o el área bajo 

la curva. 

En el desarrollo de este trabajo hemos elegido precisame~ 

te el empleo de este método, que nos medir~ la respuesta metabóli­

ca celular y la capacidad opsonizante del suero. 

Reducción del nitroazul de tetrazolio (NBT). Este colorante, -

de color amarillo claro en solución (forma oxidada), es reducido -

por especies reactivas de oxigeno, principalmente por º2• produ-­

ciéndose un precipitado obscuro de formazán. Para realizar esta 

prueba se dejan adherir las células en una laminilla de vidrio y• 

se desafían con zimosano o con bacterias opsonizadas en presencia­

de NBT, Luego de un perfodo determinado de tiempo se lava la lam! 

nilla, se fija y se tiñe. En las células con mecanismos fntegros­

de fagocitosis se depositan precipitados de formazán de color obs­

curo. Se observa y cuenta al microscopio el porcentaje de células 
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que los presentan(49). 

Iodinación: Se incuban los neutr6filos con yoduro (1-) marcado­

radiactivamente y una partfcula ingerible. Se precipit~n las pro­

tefnas con icido tricloro ac~tico y se mide la radiactividad para 

saber cuanto yoduro incorporaron las células. El sistema celular­

que se encuentra involucrado en esta reacci6n es el de la mielope-

roxidasa-H 2o2-haluro (49). 

Oxidación de Glucosa: Este parámetro puede ser medido por la 

adición al medio de glucosa-1- 14c y la liberación de 14 co 2 el 

cual es colectado como bicarbonato-14c y medido en un contador de 

centelleo (49). 

Capacidad Bactericida: 

En esta prueba los leucocitos son puestos en contacto 

con bacterias e incubados durante 120 minutos a 37° C., tomándose­

muestras a diferentes tiempos de incubación: O, 30, 60 y 120 minu­

tos, que se siembran en agar para ·cuantificar el ndmero de unida-­

des formaddras de colonias, Se comparan con el correspondiente 

control que no contenía células y se calcula el porcentaje de mi-­

croorganismos que las células eliminaron (49), 
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3. Influencia del or9anismo patógeno sobre la respuesta inflamato­

ria: 

Se han descrito diversos mecanismos que intentan explicar 

cómo algunos organismos invasores evaden la respuesta de defensa -

de un huésped. Excelentes revisiones de cómo evaden los organis-­

mos la respuesta inespecífica: fag~citosis, han sido realizadas -

por diversos autores (46-48,60} que describen cómo cada paso de -

este proceso puede ser bloqueado por algunos microorganismos pató­

genos: 

Reconocimiento: 

Se observó que Schistosomas adultos no eran atacados por 

células fagocfticas y se demostró que eran capaces de adquirir de­

terminantes antig@nicos de eritrocitos, como· los antfgenos de gru­

po A, B, Hylewis 8+, pero no los de Rh, M, N, So Duffy (_46). 

Quimiotaxi s: 

Los antfgenos o productos bacterianos juegan un papel muy 

importante en la iniciación de la respuesta quimiotáctica, Retar­

dos en el arribo de c@lulas fagocfticas al sitio de la invasión 

permiten la multiplicación bacteriana. Se ha detectado que varios 

microorganismos disminuyen la migración de netrófilos: Salmonella 

!mj_, ,l!eisseria meningitidis Pseudomonas aeruginosa, especies de 

Serratia; cepas: virulentas de Brucel la o de Mycobacterium tubercu­

losis; componentes bacterianos como el mucopéptido de la pared ce­

lular de Staphylococcus aureus o el ácido hialur~nico de la cáps~ 
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la de Streptococcus grupo A; toxinas bacterianas de Clostridium 

perfringens y Staphylococcus aureus. 

Aunque el me~anismo por- el cual estos organismos afectan­

la quimiotaxis no se conoce bien se postula que no estén activando 

a los fagocitos a migrar, que produzcan factores que inhiban la mQ 

tilidad, o que fallen al generar sustancias quimiotácticas endóge­

nas como c5a. (46, 60), 

Adhesi6n e Ingesti6n: 

Algunos componentes de la superficie bacteriana le confi~ 

ren propiedades antifagocíticas al microorgánismo, como seria la -

cápsula, los gérmenes que la poseen, son entre otros: Streptoco--­

ccus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Neisseria gonorrhoeae, 

Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

~· Haemophilus influenzae grupo B, Yersinia pestis, Bacillus 

anthracis, Campylobacter fetus, Bacteroides fragilis, Pasteurella­

multocida y Cryptococcus neoformans (46-48). 

Inhibici6n de la ingesti6n, a pesar de la adhesi6n: 

Nejsseria gonorrhoeae, Mycoplasmas y virus de la influen­

za, sobreviven pese a que pueden adherirse a la membrana de la cé­

lula, probablemente por disminuir la fluidez de la membrana del fa 

gocito, evitando así la ingestión (46, 47). 

Estallido Respiratorio: 

Se ha reportado que cepas virulentas de Salmonella typhi, 

Brucella abortus disminuyen la respuesta de quimioluminiscencia 

cuando se incuban netr6filos con ellas, al igual que varios virus-
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como serían el de Newcastle, herpes simplex, vaccinia y reovirus. 

En general se ha visto que la respuesta de quimioluminiscencia se 

encuentra incrementada cuando se trata de bacterias como agentes­

patógenos (61-65) y disminuida en el caso de agentes virales como 

patógenos (63, 64, 66). 

Degranulación: 

Algunos microorganismos como Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium microti, Mycobacterium bovis Y Toxoplasma gondii i!!. 

hiben la fusión de los gránulos al fagosoma, desconociéndose aan­

el mecanismo de esta acción (46). 

Ataque oxidativo: 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escheri­

chia coli, Sarcina lutea, Brucella abortus~ poseen sustancias ca­

paces de eliminar las especies reactivas de oxigeno formadas du-­

rante la fagocitosis, como serian la catalasa, superóxido-dismut~ 

sa, o en el caso de Sarcina lutea que posee carotenoides, cuyos -

dobles enlaces reaccionan con el singlete de oxfgeno {46, 47). 

Ataque independiente de oxigeno: 

Cepas lisas de Salmonella typhimurium y Salmonella mi-­

nnesota, sobreviven mejor al ataque de extractos de gránulos pri­

marios que las correspondientes cepas rugosas. Se postula que e~ 

to se debe a que las cepas lisas poseen cadenas laterales de lipQ 

polisacárido que impiden estéricamente la acción de las proteínas 

de los gránulos (46, 47). 
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Escape del fagosoma: 

Algunos organismos viven libremente en el citoplasma -

celular, no siendo reconocidos por la célula huésped como extra­

ñas; tal es el caso de ~ycobacterium bovis, Rickettsia tsutsuga­

mushi, Toxoplasma gondii, algunos parecen tener acceso directo al 

citoplasma en vez de romper el fagosoma. (46). 

Leucotoxicidad: 

Muchos organismos poseen toxinas solubles que rápida-­

mente dañan a las células fagocfticas, como Streptococcus pneumo­

niae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa y Entamoeba histolytica. Aunque el mecanismo exacto­

puede diferir de un organismo a otro, las toxinas presentan la -

capacidad de despolarizar la membrana de la célula fagocitica 

causando degranulaci6n masiva de ésta y muerte celular. (46). 

Como se puede apreciar, poco es lo que se conoce sobre 

el efecto que tienen los parásitos en estos mecanismos; general­

mente se ha enfocado el estudio de éstos sobre cómo evaden la 

respuesta tnmune (67), en donde se conocen algunos mecanismos co 

mo serian la variación antigénfca, el enmascaramiento de antfge­

nos y el efecto inmunosupresor, entre otros. 
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MATERIALES Y METODOS: 

1. Pacientes. 

se estudiaron al inicio del tratamiento catorce pacie~ 

tes del Hospital Infantil de México "Federico G6mez~. con diag-­

nóstico presuntivo de absceso hepático amibiano. Cuatro de ellos 

presentaron además del AHA otros padecimientos infecciosos. Los 

casos fueron proporcionados por el Dr. José Ignacio Santos, con 

la colaboración del Dr. Luis Fernando Pérez González. 

Del Hospital General de México de la Secretarfa de Sa­

lud, se estudiaron siete casos de adultos con AHA, recién hospi­

talizados y sin tratamiento. Estos casos fueron seleccionados -

bajo la dirección del Dr. Román Miranda. 

En todos los pacientes estudiados el diagnóstico se 

apoyo por el cuadro clfnico (7), estudios ~e ultrasontdo y gamm~ 

grama hepáticos (68) y reacciones de hemaglutinaci6n indirecta -

con antígenos de Entamoeba histolytica francamente positiva 

(69}. Finalmente, se comprobó que presentaban respuesta favora­

ble al tratamiento con antiamibianos. 

2. Controles. 

Como controles se utilizaron muestras de sangre fresca 

de personas adultas sanas, sin antecedentes cl1nfcos de amibia--

sis. 

3. ~· 

Se obtuvieron de los pacientes, o en su caso, de los -
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controles, cuatro mililitros de sangre sin anticoagulantes y se -

separó el suero. 

El suero AB empleado fué proporcionado por el Banco de 

Sangre del Centro Médico Nacional (!.M.S.S.) y guardado a -20º C. 

en alícuotas de 1 ml. hasta su uso. En iguales condiciones se 

guardaron sueros de pacientes y de controles. 

4. Obtención de células. 

Los leucocitos polimorfonucleare~ se obtuvieron según -

la técnica descrita por B6yum (70). 

Se extraen de los pacientes o controles 5 ml. de sangre 

periférica heparinizada (no m8s de 10 U de heparina/ml de sangre), 

los cuales se diluyen 1:1 con solución balanceada de fosfatos 

0.15H pH 7.2 (PBS 7.2) y se les adicionan 3 ml de dextran 3% 

(Pharmacia Fine Chemicals, Sweden), preparado en solución salina­

isotónica (SS!). Se dejan sedimentar los eritrocitos por treinta 

minutos a 37º C,, en atmósfera húmeda y se obtiene el sobrenadan­

te rico en leucocitos que se centrifuga durante 10 minutos a 200 

g. Se descarta el sobrenadante y las células del botón se lavan­

dos veces con PBS 7.2 y se resuspenden finalmente en 1 ml de PBS 

7.2. 

Se estratificaron las células sobre Ficoll (Siqma Chem. 

Co. U.S.A.) -Hypaque 50% (Hinthrop Laboratories N.Y.). ? = 1.077 

g/ml, se centrifugaron durante 20 minutos a 400 g. se lavaron -

las células del botón con PBS 7.2 y se efectuó lisis de eritroci­

tos con choque hipotónico, que consiste en adicionar a las célu-­

las resuspendidas en 1 ml de PBS 7.2, 3 ml de solución salina 

0.2%, agitar suavemente durante 30 segundos y agregar 3 ml de so-
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lución salina 1.6%, homogenizar y centrifugar las células por 5 

minutos a 200 g., descartando el sobranadante y resuspendiéndo--

las en 1 ml de PBS 7.2. 

Se cuentan las células empleando una cámara de New--­

bauer y se ajustan a 2000 células/microlitro de PBS 7,2 para 

pruebas de quimioluminiscencia. 

Se observa la pureza de la población de polimorfonu-­

cleares en preparaciones tefiidas con colorante de Wright, y se 

mide la viabilidad de las células con el colorante vital azul 

tripano al 0.2% en SSI. La pureza y la viabilidad deben de ser 

mayores de 90% para que las células sean utilizadas, 

5. Ensayo de Quimiotaxis. 

Se empleó en el estudio de migración celular de la po­

blación estudiada del Hospital Infantil de México. 

Se utiliza una microcámara de Boyden (48 Wel Neuropro­

be, Bethesda, Maryland. 71, 72). Filtros de Nitrocelulosa (Nu-­

cleopore Corp., Pleasanton, CA,) de diámetro de poro de 3 micras 

El ensayo se realiza con sangre completa, ajustando la concentr~ 

ción de células a 2000/microlitro con solución de Gey balanceada 

con hepes y adicionada de albúmina al 1% (NaCl 135 mM, KCl 4.5 -

mM, MgCl 2'6H 20 1.3 mM, CaC1 2 1.5 mM, Hepes 10 mM, Dextrosa 1 

mg/ml y albúmina 1%). Como quimioatrayente se emplea n-formil-h 

metionil-L-leucil-L-fenilalanina (Sigma Chem. Co. U.S.A.) que es 

preparado a una concentración de 10-3 en SSI y guardado en alf-­

cuotas hasta su uso a -20ºC., cuando se diluye a una concentra-­

ción de 10-lO en solución de Gey-hepes-albúmina. 

Para medir migración al azar se prueban las células 
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contra la soluci6n de Gey-hepes-albúmina. La respuesta de qui-­

miotaxis se prueba utilizando n-formil-L-metionil-L-leucil- fenil 

alanina. 

Para probar el efecto del suero del paciente.sobre sus 

propias células se adicionó éste al amortiguador o al quimioatr! 

yente, al 20%. 

El diseño de los ensayos a realizar es el siguiente: 

Cel. Paciente o Cel. Control + Amortiguador 

o 11 + Quimioatrayente ( Q ty) 

o + Amortiguador + 20% Suero Paciente 

o + Qty + 20% Suero Paciente 

o + Amortiguador + Suero Control 

o + Qty + Suero Control 

Los sueron fueron guardados a -20º C., y cuando se re­

quirió inactivar el complemento se incubaron ali cuotas a 56º C., 

por 30 minutos y se diluyeron al 20% con amortiguador ó quimioa­

trayente para probarlos sobre poblaciones celulares de indivi--­

duos sanos. Como controles se utilizaron sueron de personas sa 

nas, tratados de la misma manera. 

Para cada experimento la cámara de Boyden se incuba d~ 

rante 60 minutos a 37º C., se retira el filtro y se sumerge en -

ácido acético al 1.5% durante un minuto, para lisar a los eritr~ 

citos. Se fija más de una hora en etanol-agua 1:1, se tiñe con 

hematoxilina, se deshidrata y se monta en resina histol6gica 

(Sigma Chem. Co. U.S.A.). 

Las pruebas, realizadas por duplicado, fueron leídas -
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cada una en tres diferentes campos, segan el método de Zigmond y 

Hirsh (73). Los resultados (el promedio de las lecturas) se ex­

presan como distancia migrada (en micras) = Distancia migrada h! 

cia el quimioatrayente - Distancia migrada hacia el amortiguador. 

6, Ensayo de Quimioluminiscencia. 

Se estudiaron tanto los pacientes del Hospital Infan-­

til de México como los del Hospital General. 

Se realizó según la técnica descrita por Selveraj y 

col. (59), para sangre completa. 

Para el estudio de fagocitosis en niños se efectuó una 

modificación que consiste en adicionar 150 microlitros de sangre, 

dilufda en PBS 7,2 hasta obtener la concentración de 1000 PMN/ -

microlitro de sangre, .en vez de los 10 microlitros de sangre co~ 

pleta que reportan ellos, debido a que el grupo de pacientes que 

manejamos en nuestro estudio presentan leucocitosis considerable. 

Para adultos se adicionaron 100 microlitros de polimtit 

fo nucleares (2000 PMN/microlitro de PBS 7.2)-

En el e~sayo se utiliza Luminol 1 mM (Eastman Kodak -

Col. Rochester, N.Y.), el cual se disuelve en amortiguador de -

fosfatos 20 mM, pH 7,3, mediante repetidas sonicaciones: seis de 

un minuto cada una (Lab-Line Instruments, Inc., Melrose Park, 

Illinois), a 80 ciclos por segundo, realizadas colocando el re-­

cipiente con el Luminol en baño de hielo, para prevenir el cale~ 

tamiento. La solución resultante se filtra en una membrana de 

0.22 micras de dilmetro de poro (Millipore, Corp., Bodfor, MA.) 

y se guarda en refrigeración protegida de la luz. 

Como partícula a fagocitar se utilizó zimosano-A (de -
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Saccharamyces cerevisiae: Sigma Chemical, Co., St, Louis, MO), 

que es suspendido en PBS 7.2, a una concentración de 10 mg/ml 

agitándolo vigorosamente en vortex, Se centrifuga durante 10 ml 

nutos a 200 g,, se elimina el sobrante y se le adiciona 1 ml de 

suero por cada 10 mg de zimosano-A, se incuba a 37º C. durante -

30 minutos, para opsonizarlo y finalmente se lava con.PBS 7.2 y 

se resuspende a una concentraci6n de 10 mg/ml con PBS 7.2. 

El ensayo se realizó en viales de 20 ml a los que se -

les adiciona 4 ml de luminol 1 mM, 0.8 1111 de soluci6n de Krebs, 

150 microlitros de zimosano-A opsonizado y las células separadas 

o sangre completa di luida (segQn sea el caso). Se agitan los 

viales y se colocan en un contador de centelleo lfquido (Beckman 

6 Packard). 

El diseño de los ensayos a realizar es el siguiente: -

Cel. Paciente o Cel. Control 

Cel. Paciente o Cel. Control + zimosano opsoni zado con suero AB 

Cel. Paciente o Cel. Control + zimosanoopsoni zado con suero del 
paciente. 

7, Anál tsis estadfstico. 

Se efectuó por medio de la determinación de t de stu-

dent, 
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7. Estandarización de la técnic_a de quirniota_xis. 

La microcamara de l3oyden (48 Well Neuroprobe}, consta­

de una porción inferior con 48 pozos de 3.18 mm de dilrnetro cada 

uno y una capacidad de 25 rnicrolitros, una parte superior con 48 

horadaciones de 3,18 mm de diámetro cada una y una capacidad de 

50 microlitros de volumen, un empaque de silicón que se coloca -

en la unión de ambas partes de la cámara y 6 tornillos que fijan 

firmemente ambas porciones de la cámara (Figura 8). 

El procedimiento para ensayos de quimiotaxis es el si-

guiente: 

Se ajusta el volúmen de la micropipeta de manera -­

que se llene el pocito y se forme un pequeño menisco positivo, -

para que cuando se coloque el filtro no queden atrapadas burbu-­

jas de aire. El volumen empleado será aproximadamente de 25 mi­

crolitros. 

Se orienta la parte inferior de la Cámara de tal 

forma que la marca NP se encuentre orientada hacia la parte sup~ 

rior izquierdn. Se procede a llenar los pozos con el quimioatra­

yente o el control, lo cual no debe tomar más de 5', para evitar 

pérdidas por evaporación. 

Se realiza un pequeño corte en la esquina superior -

izquierda del filtro, cuando el lado brillante de éste se encuen 

tra hacia abajo. 

El filtro previamente humedecido con el amortigua-­

dor, se alza por los extremos con un par de pinzas y se col~ 

ca sobre la cámara (con la porción cortada orientada hacia la e~ 

quina superior izquierda), permitiendo a la porción central de -

éste entrar primero en contacto con los pozos. Este paso debe -
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Figura;- 8 
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ser muy cuidadoso para que se eviten ajustes en la posición del­

filtro, lo cual podría provocar contaminaciones entre los pozos. 

Se coloca el empaque de silicón con la esquina cor­

tada hacia la parte superior izquierda y enseguida la parte sup~ 

riur con la misma indicación de la marca NP hacia el extremo su­

perior izquierdo. Se presiona firmemente al mismo tiempo que se 

colocan y aprietan los tornillos hasta que queden bien ajustados. 

Se llenan los pozos superiores con 50 microlitros -

de células ajustadas a 2000 cel/microlitro. El llenado debe de 

ser realizado con cuidado sobre las paredes del pozo y rápidame~ 

te, para evitar que se formen burbujas de aire. En caso de exi~ 

tir éstas, deben removerse con la pipeta hasta que el pozo quede 

llenado adecuadamente, 

Se incuba la cámara a 37º C. y atmósfera hdmeda du­

rante 60 minutos, transcurridos los cuales· la cámara se invierte 

sobre gasa para eliminar el volGmen de los pozos superiores, se 

remueven los tornillos y se separan ambas partes de la cámara. -

Se retira el filtro y se introduce unos minutos en ácido acético 

al l,5% para lisar los eritrocitos. Se fija en etanol-agua 1:1-

por una hora o más. 

Después de haber fijado el filtro, éste es lavado -

con agua durante 10' y pasado a un recipiente que contenga hema­

toxilina, donde se deja teñir durante 30'. 

El filtro es vuelto a lavar con agua durante 10' y 

decolorado con HCL 0.5% remojándolo rápidamente en la soluci6n y 

volviéndolo a lavar con agua, 

Se introduce en una soluci6n de Chromatrope 3 R al 

2% durante 1 minuto y se vuelve a lavar el filtro. 
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El filtro así teñido está listo para deshidratarse­

y montarse en resina histol6gica. 

El filtro es colocado en etanol absoluto durante 5' 

luego en propano! 3', posteriormente en propanol-xilol por 3' y 

finalmente en xilon 5'. 

Se corta el filtro a la mitad para montarlo en un -

portaobjetos previamente adicionado de resina histológica, con -

el lado que contiene a las células hacia abajo y se cubre perfe~ 

tamente con un cubreobjetos. 

Lectura del Filtro: 

Esta se realiza segün el método de Zigmond e Hirsh­

(73), anotando la distancia que ex]ste de donde se encuenta la -

mayor densidad de células (en donde fueron colocadas éstas), ha! 

ta el campo en donde se observan cuando menos tres células. La 

distancia se lee con el tornillo micrométrico de un microscopio 

bajo el objetivo de 10 x. Cada prueba se realiza al menos por d~ 

plicado y se leen cuando menos tres campos de cada pozo. Se rea 

liza un promedio de las lecturas, tomándose como vqlor final. 

Para lograr obtener nigraci6n en este sistema y contar 

con resultados reproducibles, primero se estableció el nQmero 

adecuado de células para trabajar, siendo de dos millones de cé­

lulas por mililitro, tal como lo reporta la literatura. Un núme­

ro mayor de células puede darnos preparaciones con tantas célu-­

las que nos impiden leer las placas adecuadamente y menores can­

tidades de células se traducen en dificultad para localizar las 

células y con ello hace poco representativo el experimento . 
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Se preparó el n-formil-L-metionil-L-leuci 1-fenilalanina como age! 

te quimioatrayente y se probaron varios medios para células en 

donde se obtuviera la mejor migración; estos fueron PBS 7,2, me-­

dio de Hank y medio de Gey adicionado o nó con albúmina sérica bo 

vina al 1%. En donde se observaron los mejores resultados fue el 

medio de Gey adicionado con albúmina 1%, dextrosa 1 mg/ml y he­

pes como amortiguador de pH. 

Para seleccionar la mejor concentración de quimioatra-­

yente se realizaron curvas de migración celular contra diferentes 

concentraciones de quimioatrayente (Gráfica 1), en donde se pre-­

senta el promedio de cinco experimentos. Se escogió la dilución 10-10. 

También se probó otro quimioatrayente que fue el suero­

humano activado con zimosano que se probó a diferentes concentra­

ciones obteniéndose los siguientes resultados: 

Quimioatrayente 

n-formil-metionil-péptido 
Suero activado con zimosano 100% 

50% 
20% 

Distancia migrada (micras). 

93.75 

60 
48.33 

48.33 

Se observa que el n-formil-metionil-péptido actaa como un 

buen agente para estimular la migración de los leucocitos y se 

usa para medir ésta en el grupo de pacientes con AHA que se pre-­

tende estudiar. 

Se realizaron también pruebas para determinar el tiempo 

de incubación del sistema para una Optima medida de la migración­

Y lo definimos a una hora en base a que en ese tiempo observamos 

la mejor migración. 

Finalmente la prueba quedó ajustada como se describió­

en el punto 4. de este mismo capftulo. 
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8. Estandarización de la técnica de guirnloulumin~scencia: 

a . Em p 1 e o de 1 e o n ta do r de e ente 11 e o . 

La literatura reporta que una prueba de quimioluminis-­

cencia puede ser leida en un contador de centelleo líquido para 

partfculas beta o en un lumindmetro, que es ya un equipo espe--­

cialmente diseñado para pruebas de quimioluminiscencia (74). 

Se contaba con un contador de centelleo liquido (Beck- · 

man LS-7500), por lo que se enfocó la atención sobre el manejo 

adecuado de este tipo de equipos para 1a realización de esta 

prueba. 

Un contador de centelleo líquido está diseñado para 

percibir la emisión de particulas beta por los radionucleótidos­

tales como 14c y 3H (entre los más frecuentemente empleados). Po 

see dos tubos fotomultiplicadores que detectan fotones. Para el 

caso del material radioactivo los fotones son producidos cuando­

durante el curso de transformaciones nucleares un neutrón se 

transforma en un protón emitiendo simultáneamente un neutrino y 

un electrón que por viajar distancias cortas necesita de un sis­

tema revelador que será proporcionado por un soluto y un solven­

te; la partícula beta excita al solvente y éste transmite la ex­

citación al soluto que rápidamente retorna a su estado basal emi 

tiendo cuantos de luz: fotones, en cantidad proporcional al núm~ 

ro de partículas radioactivas que estén produciendo excitación -

en el solvente. 

Sabiendo que durante la fagqcitosis, como ya se descri 

bió anteriormente en generalidades, se emiten fotones, es posi-­

ble aprovechar este sistema de detección, aplicándolo a la medi-
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ción de la respuesta metabólica celular, condición para la cual 

se hace necesario tomar en cuenta ciertos factores, algunos de 

los cuales dependen de las características intrínsecas del equipo 

con que se trabaja y otros del sistema celular empleado. 

Características del sistema celular: 

- Las cantidades de fotones que se producen durante la 

fagocitosis son tan bajas, que se hace necesario utilizar un nam~ 

ro muy grande de células para apreciar el fenómeno. 

- El material y reactivos que se emplean deben de ser 

guardados en la obscuridad cuando menos durante 48 horas y el ex­

perimento realizado únicamente bajo luz roja, para evitar en lo -

posible que el contador detecte fotones del medio ambiente que no 

provengan de la actividad celular. 

- Lo anterior se puede minimiza~ con el empleo de sus­

tancias amplificadoras de la respuesta como lo es el luminol, 

reactivo que para mayor actividad se preserva de la luz y que pet 

mite utilizar un namero menor de células. 

- Cuando se sigue durante un tiempo la emisión de luz -

durante la fagocitosis se observa que se produce un incremento 

gradual en la canttdad de luz (reportada por el contador como 

cuentas por minuto: CPM), la cual llega a un tope m8xtmo para poi 

teriormente descender hasta su punto de partida, trazándose asf -

una curva. Los resultados pueden ser por tanto expresados como -

altura del pico o como área bajo la curva, siendo por ello necesa 

rio realizar cinéticas de producción de luz en cada experimento, 
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Características del equipo: 

- El contador de centelleo líquido de Beckman LS 7500, 

que se empleó, es un equipo que cuenta con programas definidos,­

especialmente diseñados para la lectura de radiactividad. Algu­

nos de los parámetros dentro de cada programa son modificables y 

otros no, por lo que se tuvo cuidado de escoger un programa que 

pudiera ser adaptado a las necesidades del ensayo. 

- Este equipo cuenta con un sistema integrado de com-­

pensact6n automática de "quenchtng~,en el cual una perla de 
125cs, al encontrarse cerca de la muestra, permite al equipo de­

tectar en ella toda fuente de fotones que no provenga de mate--­

rial radiactivo, la registra en su memoria y posteriormente cuan 

do la muestra es leida, resta la lectura inicial reportando solo 

las CPM que provengan del material radiactivo. En muestras de -

quimiolumini5cencia, el equipo reconoce que solo poseen "quenching" 

y dá resultados de cero CPM cuando se emplean estos programas; -

el equipo no admite que sea borrado este parámetro cuando se en­

cuentra introducido en la memoria del programa. Por esta razón­

se debe escoger un programa que no tenga la orden de compensa--­

ci 6n automática de "quenching". 

- La energía de los fotones emitidos durante la fagocl 

tosis coincide con la producida por el 3H y por ello es conve--­

niente escoger un programa que incluya la región para lecturas -

de 3H. 

- Como es importante trazar una curva de producción de 

luz, se programa al contador de centelleo líquido para que cada 

muestra la lea poco tiempo y durante ciclos repetidos, 

Con todas estas observaciones, el programa de este 
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equipo que mejor llena los requisitos es el # 9. No posee com-~ 

pensaci6n automática de "quenching" y se puede programar para 

que cuente cada vial 0.5 min. durante 10 ciclos, lo que equivale 

(dependiendo del número de viales), si se utilizan doce viales -

(en el diseño de este experimento es lo requerido para un pacie!!_ 

te y un control) a que cada vial sea lefdo aproximadamente cada 

siete minutos. 

b. Condiciones 6ptimas de reacción. 

l. Los reactivos fueron preparados como lo reporta la 

literatura (59), sin embargo al probarse el sistema se encontra­

ron muy pocas CPM, aunque la cinética esperada sf se observa 

(Gráfica 2}. 

2. Se aumentó el namero de células observSndose un i~ 

cremento en las CPM proporcional al nümerp de células adiciona­

das. 

# de Células: Pico de ~L: 

.100,000 PMN/vial 280 CPM 
300,000 PMN/vial 3,960 CPM 
600,000 PMN/vial 41,506 CPM 

Se aprecia que de acuerdo con lo reportado en la lite­

ratura (59) nosotros debemos incrementar grandemente el namero -

de células adicionadas para obtener un efecto similar, 

Pensando en las otras variables que pueden interferir­

en nuestro estudio se rectificó la preparación del luminol. Al 

volverlo a preparar se observaron respuestas similares a las an­

teriores. Se decidió entonces aumentar la cantidad de luminol,-

s6lo que es un reactivo diffcil de disolver y no se logró aumen­

tar la concentración en solución. La otra opción fué no reali--
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zar la diluci6n 1:2 antes de emplearse, que señalan las referen­

cias, esta medida fué la que mejor funcion6 y los siguientes pa­

sos fueron determinar la cantidad de células que se emplearían y 

la concentraci6n de zimosano adecuada. 

Experimentos subsecuentes demostraron que la respuesta 

de quimioluminiscencia aumenta siempre cuando nosotros incremen­

tamos el nOmero de células, Por un lado cantidades superiores a 

un milldn de c~lulas daban respuestas de quimioluminiscencia muy 

altas, hasta de más de un mill6n de CPM, siendo excesivas para -

el buen funcionamiento del equipo empleado; en ésta medida des-­

pués de repetidos experimentos se decidió que el número 6ptimo -

de c~lulas era de 200,000 PMN/vial, para obtener una respuesta -

6ptima de alrededor de 50,000 CPM para individuos sanos. 

Con respecto a la· cantidad 6ptima de zimosano tenemos­

la siguiente grRfica 3, que claramente nos indica que cuando au­

mentamos la concentración en el vial de zimosano opsonizado au-­

menta la respuesta de quimioluminiscencia y se acortan los tiem­

pos en que se produce el pico de quimioluminiscencia. De aquí se 

eligió usar 150 microlitros de zimosano como lo señala la bibli~ 

grafía (59) debido a que se tenía ya una buena respuesta con és­

to y además como se opsonizaba zimosano con suero del paciente.­

utilizar mayores concentraciones de zimosano se traducía en in-­

crementar el volúmen de suero empleado por lo que se.•prefiere 

utilizar la cantidad mencionada. 
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IV, RESULTADOS: 
---.---

l. Pacientes, 

Las tablas y 11 nos muestran un resumen de las carac-

terfsticas clínicas de los pacientes estudiados. 

2. Migración celular: 

En las tablas III, IV y V se presentan los resultados 

obtenidos con la prueba de quimiotaxis. La tabla VI muestra un 

resumen de estos resultados. 

Se observa que las células de los pacientes muestran -

una respuesta de migración similar a la de los controles (p)O,l) 

No asi el grupo de pac~entes que cursaron además con otras infec-­

ciones en donde encontramos una mayor migración que en el grupo­

control. (p< O. 01), 

3. Influencia del suero sobre la migración celular: 

En estos experimentos se utilizaron sueros frescos pr~ 

venientes de pacientes sin infecciones agregadas al AHA. Los r! 

sultados se presentan en la tabla VII, no observándose n1ng0n 

efecto del suero sobre la migración de células de pacientes o de 

controles, al comparar con el sistema suero del control vs célu-

las del control. (p>O.l). 

4, Influencia del suero de pacientes en la migraci6n de células 

de control: 

Este experimento fué planeado para eliminar el efecto­

del complemento sobre la migración celular, así como al usar c~-
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lulas provenientes de un solo individuo en Cdda experimento, se 

evitaba la heterogeneidad de la respuesta. Se util iuron sueros 

guardados a - 20ºC., e i nactiv ado co111µl e111en to. Los resulta dos -

se muestran en la tabla VIII y tampoco se observa ninguna influen 

cia del suero sobre la migración celular. (p > 0.1). 

La tabla IX resume los resultados de los puntos 3 y 4. 

5, Quimioluminiscencia: 

La respuesta del grupo estudiado en el Hospital Infdn­

til de México se presenta en la tabla X y se observa claramente­

incrementada en los pacientes con AHA (p <. 0.001) apreciándose -

que en el grupo de pacientes con infecciones agregadas el aumen­

to en la respuesta es varias veces mayor al del grupo que curs6-

s6lo con AHA, 

En la tabla XI donde se presentan los resultados de 

adultos con AHA vemos que la observación anterior se repite, ob­

servándose una respuesta mayor a la del control en el grupo de -

pacientes con AHA (p<.0,001), 

En la respuesta de las c~lulas hacia zimosano opsoniz! 

do con suero AB 6 con suero del paciente no se observan diferen­

cias ni para el grupo control, ni para los pacientes (p>D.1), 

La tabla XII presenta el resumen de estos resultados. 
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TABLA I. 

CARACTERISTICAS CLINICAS DE NIÑOS CON AHA 

Sexo: 

Edad: 

Duración de los síntomas 
antes de la terapia: 

Terapia: 

Dolor abdominal: 

Hepatorneqal ia: 

Fiebre: 

Diarrea: 

Vómito: 

Leucocitos/ mm3 · 
PMNs / rrm3 : 

Fosfatasa alcalina: 

TGO: 

TGP: 

Bilirrubina total: 

Proteínas totales: 

Albúmina: 

Hernogl obi na: 

Absceso único: 

Abscesos múltiples: 

AHA + otras infecciones: 

Títulos de anticuerpos: 

Ultrasonido y Gamrnagrama: 

Evolución: 

10 varones, 4 niñas. 

5.82 : 4 años (10 meses-13 años) 

14.84 : 9.24 días. 

Metronidazol-Dihidrometina 13/14 
Metronidazol 1/14 

14 / 14. 

13 / 14. 

14 / 14. 

5 / 14. 

4 / 14. 

12,757 '!: 6,463 
7,024 ± 3,651 

4.8 -t 2.15. 

85.07 : 119.7 

35.61 '!: 35.98 

1.07 '!: 0.76 

5.04 '!: 1.19 

2,49 '!: 0.55 

10.74 '!: 1.42 

12 / 14. 

2 / 14. 2 niñas. 

4 / 14. 1 niña. 

7/14 

13/14 

13/14 

12/14 

13/14 

13/14 

13/14 

Todos> 4,096 para Ag de amiba. 
Hemoglutinación indirecta. 

Congruentes con AHA 

Curación 100 %. 

14/14 

14/14 • 

. 61 



1 

/' 

¡-

T A B L A I I . 

CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES AOUL TOS CON AHA 

Sexo: 

Edad: 

Terapia: 

Dolor abdominal: 

Hepatomegalia 

Fiebre 

Titulas de anticuerpos: 

Ultrasonido y Gatmnagrama: 

Evolución: 

6 hombres, 1 mujer. 

25 - 60 años. 

Metronidazol 

7 / 7 

7 ! 7 

6 ! 7 

7 / 7 . 

Todos::.. 4,096 para Ag de amiba. 

Congruentes con AHA 

Curaci'ón 100 % 

7 / 7 

7 / 7 • 
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T A B L A 1 I 1 . 

QUIMIOTAXIS: Respuesta de migración celular de individuos sanos 

Amortiguador Quimioatrayente Distancia Migrada 

14.00 38.00 24.00 

10.00 21. 25 11.25 

6.25 4?..50 36.25 

51. 25 73.75 22.50 

52.50 117. 50 65.00 

48. 75 90.00 41.25 

33.75 98.75 65.00 

13. 75 105.00 91.25 

35. so 60.00 24.50 

38.25 75.00 36. 75 

16.16 90.00 73.84 

48.75 82.50 33.75 

62.50 73.75 11.25 

58.75 91.25 32.50 

¡¡ 35.01 75.66 40.65 

± 19.58 ± 27 .00 "!: 24.16 
"' w 

Los resultados se presentan corno distancia mi~rada en micras. 
x : Media. s : Desviacion Est~ndar. 



T A 8 L A I V • 

QUIMIOTAXIS: Respuesta de miqraci6n celular de pacientes con AHA 

Amortiguador Quimioatrayente Distancia migrada 

16.25 71.25 55.00 

15.00 26.25 11.25 

56.25 98.75 42.50 

38.75 80.00 41.25 

11.25 95.00 83.75 

42.50 65.00 22.50 

17. 50 76.66 59.16 

56.60 96.25 39.65 

68.75 155.00 86.25 

76.25 140.00 63.75 

¡¡ 39. 91 90.41 50.50 

s :!: 24.06 :!: 36. 79 ± 24.14 

Los resultados se presentan como distancia mi~rada en micras. 
st : Media s : Desviación estándar. 



TABLA V. 

QUIMIOTAXIS: Respuesta de migración celular de pacientes con AHA que 
cursaron con otros problemas infecciosos asociados 

Problema Asociado Amortiguador Quimioatrayente 

Suboclusión Intestinal 1?..05 96.25 

Bronconeumonía 13.75 112. 50 

Peritonitis 93. 75 158.75 

AHA con fístula 58.75 147.50 

¡¡ 44.68 128.75 

s 39.15 29.28 

Los resultados se presentan como distancia medida en micras 
x : Media. s : Desviación Estándar. 

Distancia 
Migrada 

83.75 

98.75 

65.00 

88.75 

84.06 

14.05 



T A B L A V I . 

MIGRACION DE LEUCOCITOS PMNs 

GRUPO N A Qt D. M. 

NIÑOS: 

A. CONTROLES 14 +3S.01 t7S.66 t40.6S 
-19.s3 27.00 24.16 

B. PACIENTES AHA 10 +39.91 +90.41 +so.so 
-24.06 -35, 79 -24.14 

C. PACIENTES AHA + 4 +44.68 +128.75 +84.06 
OTRAS INFECCIONES. -39 .lS - 29.28 -14.05 

N: Número de muestra. A. Migración hacia el amortiguador. 
Qt: Migración hacia el quimioatrayente. 
O. M.: Distancia migrada. Diferencia de Qt - A. 
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T A B L A V 1 1 • 

INFLUENCIA DEL SUERO DE PACIENTES CON AHA SOBRE LA MIGRAC!ON;. CELULAR 

CHULAS DE CONTROLES CELULAS DE PACIENTES CON AHA. 

Presencia de suero de controles Presencia de suero de controles Presencia de suero de pacientes 

A Qt D. M. A Qt D. M. A Qt D. M. 

23.75 38. 75 15.00 95.00 110.0 15.00 85 ·ºº 83.75 - 1.25 

63.75 101.25 37 .50 50.00 81.25 31. 25 72.50 BJ.25 B.75 

87.50 98. 75 11.25 53. 75 72. 50 18.75 75.00 78 .75 3.75 

90.00 98.33 8.33 73 .33 99.16 25.83 112. 50 110.83 - l. 67 

25.00 25.00 º·ºº 26.25 38, 75 12.50 41.66 46.25 4.59 

82. 50 103.75 21.25 40.00 70.00 30.00 40.00 112. so 41.25 

87.50 122.50 35.00 132.SO 131. 2S - 1.25 137. 50 135.00 - 2.50 

123. 75 130.00 6.25 120.00 126.25 6.25 110.00 125.00 15.00 

72.96 89.79 16.82 73.85 91.14 17.29 84.27 96.66 8.49 X 

±34.20 ±37.73 ±13. 51 ±38.54 ±31. 39 ±11. so ±34.42 ±29.25 ±14.SO 

/\, Migración hacia el amortiguador Qt. Migración hacia el qu imioa trayente 
D. M. Distancia miqrada. Diferencia de Qt - A. 
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T A B L A V I I 1 . 

INFLUENCIA DEL SUERO DE PACIENTES CON AHA SOBRE LA MIGRACION DE PMNs DE 

PERSONAS SANAS . 

Presencia de'suero de controles Presencia de suero de Pacientes 

A Qt O. M. A Qt D. M. 

80.00 90.00 10.00 87.50 91.25 3,75 

88. 75 92. 50 3. 75 86.25 98.75 12.50 

95.00 93.75 - 1.25 93. 75 95.00 1.25 

105.00 88.75 - 16.25 86.25 100.00 13. 75 

95.00 98.75 3.75 103.75 107. 50 3.75 

93.75 93.75 º·ºº 95.DO 95.00 º·ºº 
93.75 103.75 10.00 100.00 100.00 O.DO 

76.25 108.75 32. 50 92.50 93.75 1.25 

X 90.94 96.25 5.31 93.12 97.65 4.53 

s :!: 9.12 :!: 6.97 ! 13. 75 :!: 6.44 :!: 5.06 ± 5.50 

A. Migración hacia el amortiguador. 

"' 
Qt. Migración hacia el ~uimioatrayente. 

Ol D .. M. Distancia Migrada, Diferencia de Qt • A. 



T A B L A I X . 

INFLUENCIA DEL SUERO DE PACIENTES CON AHA* SOBRE LA 

MIGRACION DE LEUCOCITOS PMrls 

GRUPO: N A Qt D. M. 

Cédula de controles: 

A. Suero de Controles 8 + 72.96 + 89.79 + 16.82 
- 34.20 - 37.73 - 13 .51 

Cédula de pacientes: 

B. Suero de controles 8 + 73.85 + 91.14 + 17.29 
.,. 38.54 - 31.39 .,. 11. 50 

c. Suero de Pacientes 8 + 84.27 + 96.66 + 8.49 
- 34.42 - 29.25 - 14.50 

Cédula de controles : 

D. Sueros de controles 8 + 90.94 + 96.25 + 5,31 
- 9.12 - 6.97 - 13.75 

E. Sueros de Pacientes 8 + 93.12 + 97.65 ++ 4.53 
- 6,44 - 5.06 .,. 5.50 

*Solo se incluyeron pacientes con AHA no asociado a otras infecciones 
Los sueros fueron inactivados a 56ºC por 30 1 y probados contra célu-
las de un mismo donador. 

A. Migración hacia el amortiguador. Qt. Migración hacia el 
D.M. Distancia Migrada. Qt - A. quimioatrayente. 
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T A B L A X. 

QIJIMIOLUM!N!SCENCIA: Respuesta de Fa~ocitosis hacia Zimosano opsonizado 

Controles Pacientes AHA Pacientes AHA + 
otras infecciones 

12,600 290 ,742 

16 ,500 111,000 

33,100 207 ,205 

28,700 Hl ,071 

9 ,500 129,494 

16,400 348,794 

35' 500 137,935 

39,600 125 ,380 

21,600 176,430 

18 ,400 355,146 

16,300 172,425 

18,800 870,829 

12,900 1,425,375 

24,900 746,235 

x 21,771 199,320 803 ,716 

+ 9,251 + 97,335 ! 514,067 - -
Los resultados se expresan en cuentas por minuto: CPM 
x : Media. s : Ocsviaci6n estándar. 
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T A B L A X 1 . 

ADULTOS CON.ABSCESO HEPATICO AMIBIANO 

QUIMIOLUMINISCENCIA: Respuesta de fagocitosis hacia Zimosano opsonizado 

Zimosano opsonizado con suero AB Zimosano opsonizado con suero del 
paciente 

Controles Pacientes Controles Pacientes 

55,000 272,500 57,500 457 ,500 

17,200 221,600 14,900 200,400 

11,100 80,300 10,300 50,300 

3,700 89,800 15,200 190,600. 

·56 ,200 790,200 60,500 603,400 

49,200 740,200 39,300 508,500 

52,500 373,000 47,950 158,450 

34,986 366,800 35,093 309,878 

23,184 290,838 21,404 209,371 

Los resultados se expresan en cuentas por minuto : CPM 
i( : Media. s : Desviaci6n estándar 



T A B L A X I I . 

RESPUESTA DE QUIHIOLUMINISCENCIA 

GRUPO N P l CO DE QL : X + s 

NIROS: 

A. CONTROLES 14 21,771 + 9,251 

B. ··PACIENTES AHA 10 199,320 + - 97,335 

C. PACIENTES AHA + 4 B03 ,716 + 514,067 
OTRAS INFECCIONES -

ADULTOS: 

RESPUESTA A ZIMOSANO OPSONIZADO CON SUERO AB. 

D. CONTROLES 7 34,986 + - 23,184 

E. PACIENTE AHA 7 366,800 + .,. 290,838 

RESPUESTA A ZIMOSANO OPSONIZADO CON SUERO DEL PACIENTE 

F. CONTROLES 7 35,093 + - 21,404 

G. PACIENTE AHA 7 309,878 + 209,371 
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V. DISCUSION: 

El ensayo de quimiotaxis sólo fué realizado en niños -

con AHA, debido a que los adultos habían sido estudiados con an­

terioridad y suspendido el estudio por el cierre temporal del 

Hospital General de M~xico; el trabajo se continu6 en niños ex-­

tendiéndose a estudiar quimioluminiscencia y quimiotaxis. 

En el análisis de resultados, al estudiar la respuesta 

de quimiotaxis en los pacientes con AHA sin otras complicaciones, 

vemos que las células responden en forma muy parecida a las d~l 

grupo control y se plantea con ello varias posibilidades: 

Primero, no debemos de perder de vista que la respues­

ta fué medida en sangre total y que se diluyó más que la del gr~ 

po control por la leucocitosis que presentan los pacientes. Es­

to puede eliminar, al menos en parte, el efecto de los factores­

séricos presentes. Tambi~n distrae la comparación porque se di~ 

minuye la presencia de hemoglobina al diluir, eso sin tomar en -

cuenta que cuando este mismo tipo de pacientes con leucocitosis­

Y hemoglobina disminufda cursan ton infecciones asociadas al AHA, 

sf presentan sus células una mayor respuesta de migración al 

n-formil-L-metionil-L-leucil-fenilalanina. 

Una consideración es que Entamoeba histolytica, como -

agente invasor, no produce sustancias que induzcan a los PMN a 

migrar a mayores velocidades, como se ha descrito para el caso 

de bacterias que pueden liberar sustancias que actúen como cito­

taxinas incrementando la migración. Ni tampoco cuenta con la 

presencia de citotaxinógenos (60). Simplemente E, histolytica -

• 73 



esta escapando de la vigilancia del huésped por medio de mimeti! 

mo antigénico (escondiéndose tras sustancias del hu~sped como PQ 

drían ser eritrocitos). Que E. hystolytica no esté produciendo 

agentes que inhiban la migraci6n celular (60, 46), 

También pueden estar sucediendo ambas cosas, que puede 

poseer citotaxin6genos y/o citotaxinas, pero que astos puedan e! 

tar siendo inhibidos por sustancias liberadas por E. histolytica. 

Analizando el efecto que tiene el suero de los pacien­

tes sobre la migraci6n, vemos que se comporta de forma muy simi­

lar al de controles, no pareciendo existir en ~l sustancias que 

modifiquen la migración, 

Al analizar los resultados de quimioluminiscencia ve-­

mos que la respuesta fagocftica esta claramente incrementada en 

comparaci6n con la de los controles, aunque no tanto como la de 

aquellos pacientes que cursaron con infeccjones asociadas. Los­

estudios realizados en adultos corroboraron los hallazgos de 

que la respuesta·fagocftica está incrementada en este tipo de p~ 

cientes, Además de que se observa que la capacidad opsonizante­

del suero es comparable a la del suero AB utilizado como control, 

En el caso del grupo de niños con infección bacteriana 

agregada al AHA creemos que la respuesta fagocftica está incre-­

mentada principalmente por la infecci6n bacteriana. La recuper~ 

ción de éstos niños también fua buena, aunque más lenta. 

También se observa que la desviaci6n estándar en estas 

pruebas no es pequeña y lo atribufmos a que las poblaciones de -

neutrófilos de diferentes individuos no se activan en la misma -

proporci6n, respondiendo a pruebas de fagocitosis con diferente 

intensidad (75). 
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VI. CONCLUSIONES: 

En conjunto vemos que leucocitos PMN provenientes de -

pacientes con AHA no presentan diferencias en su capacidad de mi 

graciBn con respecto a aquellos provenientes del grupo control -

ni tampoco se observa que el suero modifique de alguna manera la 

respuesta. En el estudio de quimioluminiscencia la respuesta se 

encuentra claramente incrementada y la capacidad opsonizante del 

suero, normal, 

Con estos datos se puede suponer que la respuesta in-­

flamatoria en e~tos pacientes es normal, sin embargo, aan cuando 

aste en el primer estudio en.su g~nero realizado en personas que 

cursaron con infecciones parasitjrias, por lo que no tenemos 

otras fuentes de comparaci6n, observando que en los pacientes 

que cursaron además con otras infecciones bacterianas tanto la -

de migraci6n como la quimioluminiscencia se encuentra incrementa 

da mayormente, se propone que E. histolytica, probablemente po­

sea mecanismos de mimetismo antigénico que le permiten pasar 

desapercibida para el hu@sped o bien que produzca factores que 

inhiban parcialmente la respuesta inflamatoria, traduciéndose 

como un efecto de activaci6n moderada, que le permiten estable-­

cerse en un organismo como pat6geno, 
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